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RÉSUMÉ 
La silicose est une maladie pulmonaire chronique qui apparaît à la 
suite d'une exposition excessive et prolongée à des particules inorganiques 
de silice. La phagocytose de ces poussières de silice, par les cellules 
pulmonaires et les cellules du sang périphérique, entraîne le relâchement 
de cytokines inflammatoires et de facteurs chimiotactiques pour d'autres 
types cellulaires. Bien que plusieurs études aient démontré l'importance 
des cytokines inflammatoires, comme l'interleukine·l (IL-1) et le facteur de 
nécrose tumorale (TNF), lors de l'établissement de la maladie, il n'y a pas 
d'information disponible quant au rôle de facteurs chimiotactiques dans ce 
même processus. 
Notre projet de recherche nous a permis de démontrer que 
l'expression d'un facteur chimiotactique pour les neutrophiles et les 
lymphocytes T, l'interleukine-8 (IL-8), augmente significativement lors de 
l'exposition in vitro de monocytes humains à des particules de silice. La 
production d'IL-8 immunoréactive ainsi que l'accumulation d'ARN 
messager d'IL-8 sont fortement augmentées chez les monocytes mis en 
présence de silice. Cette augmentation d'expression du gène IL-8 est due 
en partie à une hausse du taux de transcription du gène. La stabilité des 
ARNm d'IL·8 subit également une modification transitoire entraînant une 
augmentation de la stabilité du message. Par contre, la synthèse protéique 
de novo n'est pas requise pour la stimulation d'expression du gène IL·8 par 
la silice. 
Les principales voies de transduction de signal, que sont la 
phospholipase A2, la cyclooxygénase, la lipoxygénase, la PKC et les 
tyrosine kinases, ont été étudiées dans notre modèle. Nos résultats 
démontrent que la plupart de ces voies sont impliquées lors du processus 
de signalisation menant à l'expression constitutive du gène IL-8 mais 
qu'aucune de celles-ci n'est requise spécifiquement pour la transduction 
du signal induit par la silice. 
Nous avons également observé que la régulation de la production d'IL· 
8 se fait via le relâchement autocrine des cytokines IL-1 et TNF qui 
poursuivent l'effet stimulant initié par les poussières de silice. 
L'utilisation des cytokines exogènes, interleukine-4 (IL-4) et antagoniste de 
récepteur de l'IL-1 (IL-lra), connues pour moduler la réponse 
inflammatoire à la baisse, a permis de démontrer que ces facteurs 
participent également à la régulation de la production d'IL-8 induite par la 
silice. 
Cette étude démontre que la silice module l'expression du gène d'IL-8 
et induit la production d'IL-8 par les monocytes humains. Cette 
modulation implique différentes voies de transduction de message et 
plusieurs mécanismes de régulation de production. La stimulation de 
production d'IL-8 par la silice peut jouer un rôle majeur lors du processus 
inflammatoire puisqu'elle peut constituer un important mécanisme 
d'attraction des neutrophiles et autres leucocytes au site des réactions 
silicotiques. Nos résultats ajoutent des éléments innovateurs et 
supplémentaires à la compréhension des processus inflammatoires et 
fibrotiques qui caractérisent la silicose. 
1. INTRODUCTION 
1.1 Silicose 
1.1.1 Particules de silice 
La silice cristalline (Si02) est un minerai utilisé depuis des millénaires 
en Chine pour la fabrication de la porcelaine et du verre (Bagchi, 1992). De 
nos jours, cette particule entre dans la composition d'une multitude de 
produits de consommation, et ce à l'échelle de la planète. Sa très grande 
utilisation nécessite une importante main-d'oeuvre pour son extraction et sa 
transformation. Le Canada est l'un des principaux pays producteurs. Depuis 
plusieurs années, différentes études ont été menées afin de mieux définir la 
relation entre la silice et le taux de mortalité élevé des travailleurs exposés à 
ces poussières. 
1.1.2 Pathologie 
L'exposition professionnelle à la silice peut entraîner une maladie 
pulmonaire irréversible et progressive nommée silicose (Davis, 1986). La 
sévérité ainsi que le temps de développement de la maladie sont reliés à 
plusieurs facteurs. Parmi ceux-ci, nous retrouvons la durée d'exposition aux 
poussières (deShazo et al., 1982), la nature de la particule inhalée et les 
attributs de l'individu exposé, telle que sa sensibilité immunologique (Davis, 
1986) ou encore son patrimoine génétique (Koskinen et al., 1983). La silicose 
1 
est caractérisée par la succession de deux phases dites aiguë et chronique. 
Chacune de ces étapes comporte des évènements immunologiques qui lui est 
propre. 
Ainsi la présence de silice dans les conduits respiratoires déclenche un 
phénomène physique d'expulsion des poussières via l'escaladeur mucocilié 
(Evans et al., 1973; Harada et Repine, 1985). La majorité des particules 
inhalées sera éliminée par ce processus. Parmi les particules de silice 
toujours présentes, certaines seront favorisées par leur diamètre, leur forme 
et par leur composition à se déposer plus loin dans les voies respiratoires 
jusqu'à la surface des alvéoles pulmonaires et entrer, ainsi, en contact avec 
les cellules pulmonaires (Davis, 1986). 
La phagocytose de la silice par les macrophages alvéolaires est le 
phénomène central de l'établissement de la phase inflammatoire de la 
maladie. Cette réaction cellulaire permet aux poumons de se débarrasser des 
poussières présentes dans l'espace bronchoalvéolaire (Harada et Repine, 
1985; Davis, 1986). Le mécanisme de signalisation lors de l'activation de 
cellules immunes par des particules inorganiques est très peu documenté. 
Aucun récepteur membranaire n'a encore été identifié pour la silice. 
Récemment, il a été suggéré que l'opsonisation des particules fibrogéniques 
de silice par la fibronectine serait possible et permettrait ainsi une 
interaction avec les récepteurs membranaires de la fibronectine (Kolb-
Bachofen, 1992). Bien que les détails de l'interaction cellulaire avec la silice 
ne soient pas encore décrits, on sait que l'ingestion de la silice, soit par 
phagocytose directe ou par opsonisation, déclenche un mécanisme 
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biochimique qm perturbe les fonctions physiologiques de la cellule (cf. 
résumé des voies de signalisation à l'annexe 4). 
Les macrophages alvéolaires phagocytaires relâchent dans le milieu 
environnant des espèces actives d'oxygène qui peuvent être catalysées 
directement, par une réaction de réduction, pour former à partir d'anion 
superoxyde du peroxyde d'hydrogène et des radicaux libres. Ceux-ci, avec les 
enzymes lysosomaux libérés également lors de la phagocytose, sont 
responsables des dommages causés à l'éphitéliun1 respiratoire et à la matrice 
interstitielle (Bateman et al., 1982). Les macrophages libèrent également des 
cytokines et des facteurs chimiotactiques, stimulant ainsi les interactions 
cellulaires. L'IL-1, cytokine à laquelle ont été attribués plusieurs 
phénomènes biologiques, est un des premiers agents à être produit par les 
macrophages alvéolaires. Sous l'action de l'IL-1, les lymphocytes T sont 
activés à produire de l'interleukine-2 entraînant ainsi leur prolifération. De 
plus, il a été suggéré que l'augmentation d'activité des cellules B, favorisant 
la production d'anticorps pendant la phase inflammatoire, serait une 
conséquence indirecte de la stimulation par l'IL-1 des lymphocytes T (Davis, 
1986). 
Le facteur de nécrose tumorale (TNF) est une autre cytokine produite par 
les macrophages alvéolaires qui joue un rôle critique pour le développement 
de l'inflammation pulmonaire induite par la silice. Dubois et al., (1989) ont 
montré que les particules de silice stimulent les macrophages alvéolaires de 
rats à produire du TNF. De plus, l'utilisation d'anticorps contre le TNF dans 
différents modèles animaux cause une réduction de la silicose provoquée par 
inhalation de poussières de silice (Piguet et al., 1990). L'analyse moléculaire 
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de l'activation du gène TNF dans des cellules THP-1 (une lignée cellulaire 
myélomonocytaire), a permis de démontrer que la silice stimule, via une 
activation de la transcription, l'accumulation d'ARNm du TNF (Savici et al., 
1994). Ce facteur, comme l'IL-1, agit sur l'activation et la prolifération des 
cellules T. Il est à noter que l'IL-1 et le TNF, en plus d'être des agents 
stimulants pour d'autres types cellulaires, agissent de façon autocrine sur 
l'activation des macrophages CScheule et Holian, 1991). 
Les lymphocytes T activés par l'IL-1 et le TNFa, ont, à leur tour, la 
capacité d'influencer ou supprimer l'activité des macrophages (Kovacs et al., 
1982). Cette modulation se fait par la synthèse de substances comme le 
facteur inhibiteur de migration de macrophages (MIF) (Davis, 1986) ou 
encore par la cytokine antivirale interféron-y (IFN-y) qui module entre autres, 
la production de facteurs de croissance par les macrophages (Collart et al., 
1986). L'interaction entre les lymphocytes T et les macrophages alvéolaires 
au tout début de la période inflammatoire, se fait entre les cellules qui sont 
déjà présentes dans les poumons. La population pulmonaire est par la suite 
rapidement augmentée par la migration des cellules T venant de la 
circulation périphérique sous l'influence de différentes cytokines. 
La production de facteurs chimiotactiques par les macrophages stimule 
l'appel d'un autre type cellulaire vers le site inflammatoire. Ces cellules, les 
neutrophiles, jouent un rôle essentiel lors de l'initiation de la réaction 
inflammatoire. Comme les macrophages, les neutrophiles ont la propriété de 
phagocyter et de relâcher des enzymes protéolytiques et des anions 
superoxides dans le milieu, contribuant ainsi à la détérioration du tissu 
pulmonaire (Boxer et al., 1990). Callis et al. (1986) ont démontré que la silice 
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augmente la quantité de neutrophiles retrouvés dans les lavages 
bronchoalvéolaires de modèles animaux. Bien que l'on ait longtemps pensé 
que le neutrophile n'avait qu'une capacité limitée à produire des cytokines en 
réponse à un agent activateur, on croit maintenant que cette cellule contribue 
largement à la synthèse de facteurs immunologiques (Sibille et Reynolds, 
1990). Récemment, Kusaka et al. (1989) ont démontré que les neutrophiles 
ont la capacité de relâcher de l'IL-1 en réponse à des poussières de quartz, 
contribuant ainsi à l'activation cellulaire. 
La réaction inflammatoire implique également la participation de cellules 
non-immunitaires. Les cellules épithéliales de type I et II qui recouvrent 
l'espace interne des poumons, ont aussi la capacité de phagocyter des 
poussières. Le matériel ingéré s'accumule dans l'interstitium et ensuite se 
retrouve dans la circulation lymphatique (Lee et al., 1981). Lesur et al., 
(1992) ont démontré l'effet stimulant des particules de silice sur la 
prolifération des céllules épithéliales de type II. Cette activation peut 
découler de la présence de différents facteurs qui restent encore à identifier. 
1.1.3 Fibrose 
L'inhalation des poussières toxiques déclenche une suite de réactions 
immunologiques, décrites précédemment, qui permettent l'établissement de 
la fibrose. Celle-ci est la particularité dominante de la silicose avancée et 
résulte d'une accumulation anormale de collagène dans les poumons due à un 
déséquilibre entre sa déposition et sa dégradation. Cette modification du 
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taux de collagène a pour conséquence d'affecter la capacité d'échange gazeux 
des poumons (Bowden , 1981; Reiser et Last, 1986). 
De toutes les cellules qui subissent l'influence des macrophages 
alvéolaires, le fibroblaste est la cible la plus importante pour le 
développement de la fibrose. Celui-ci produit le collagène, qui est la 
composante la plus importante de la fibrose. Les fibroblastes, même si ce ne 
sont pas des cellules immunitaires, sont considérés comme les effecteurs 
primordiaux du maintien de l'inflammation. Arcangeli et al., (1990) ont 
démontré que la silice induisait la prolifération des fibroblastes pulmonaires. 
Les facteurs les plus importants de la régulation des fibroblastes sont les 
cytokines produites par les monocytes/macrophages et les lymphocytes T 
(Scheule et Holian, 1991). 
Le dépôt des poussières de silice dans les poumons, entraîne une 
augmentation de la population de macrophages alvéolaires ainsi que du 
nombre de macrophages interstitiels au site de localisation des particules 
(Sheule et Holian, 1991). L'activation des macrophages interstitiels semble 
essentielle à la réponse fibrotique. Ces cellules assurent le transport de la 
silice à travers l'épithélium jusqu'à l'interstitium (Adamson et Bowden, 
1987). L'activation de la translocation des particules par les macrophages 
interstitiels a pour effet d'accroître les interactions entre macrophages et 
fibroblastes et résulte en une augmentation de la fibrose (Adamson et al., 
1989). Les macrophages alvéolaires ainsi que les macrophages interstitiels 
produisent, pendant la phase chronique de la silicose, plusieurs facteurs qui 
stimulent la prolifération des fibroblastes. Parmi ceux-ci, on retrouve les 
cytokines IL-1 et TNF ainsi que des facteurs de croissance comme le facteur 
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de croissance de l'épiderme (EGF), le "transforming growth factor a et W' 
(TGFa et TGF~), le "platelet-derived g1·owth factor" (PDGF) et le "fibroblast 
growth factor" (FGF) (Scheule et Holian, 1991). Plusieurs études attribuent 
le développement de la fibrose à la sécretion du FGF (Bateman et al., 1982; 
Gritter et al., 1986; Lemaire et al., 1986; Benson et al., 1986). Les 
macrophages produisent également des substances inhibitrices comme la 
prostaglandine E2 connue pour son rôle inhibiteur de la croissance des 
fibroblastes (Elias et al., 1985; Goldstein et Fine, 1986). 
La prostaglandine E2 est aussi synthétisée par les cellules épithéliales 
pulmonaires. Cette production, stimulée à la suite du contact de la silice avec 
la surface de l'épithélium, a pour effet d'inhiber la prolifération des 
fibroblastes et la synthèse de collagène (Klien et Adamson, 1989). 
Pendant la phase chronique de la silicose, les lymphocytes T, présents 
dans le parenchyme pulmonaire, synthétisent des lymphokines qui 
influencent la prolifération des fibroblastes et la production de collagène 
(Kumar et O'Grady, 1990). Hubbard a démontré en 1989, à l'aide de souris 
déficientes en lymphocytes T (Balb/c/nu/nu), que ces cellules influencent 
directement ou indirectement le maintien de l'infiltration des macrophages 
ainsi que la réponse finale des neutrophiles après l'exposition à la silice. 
L'analyse des cellules présentes dans les lavages bronco-alvéolaires 
d'animaux instillés avec de la silice a démontré une augmentation 
progressive du nombre de neutrophiles dans la région alvéolaire et ce 
pendant plusieurs semaines après le début de la réaction immunitaire 
(Lindenschmidt et al., 1990). Bien que l'infiltration pulmonaire des 
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neutrophiles soit considérable pendant la phase chronique de la silicose, le 
rôle de ces cellules dans le développement de la fibrose reste encore à définir 
(cf. résumé des interactions cellulaires à l'annexe 1). 
1.2 lnterleukine-8 
1.2.1 Identification 
L'interleukine-8 est une cytokine chimiotactique identifiée par trois 
laboratoires indépendants (Yoshimura et al., 1987; Schroder et al., 1987; 
Walz et al., 1987). La structure génomique de l'IL-8 a été rapidement décrite 
par différents groupes de recherche. Le gène IL-8 code pour un messager 
d'ARN de 1,6 kb avec une région 3' non-codante contenant un motif 
UAUUUAUU que l'on retrouve dans d'autres messages de cytokines 
inflammatoires com:tne l'IL-1 et le TNF (Matsushima et al., 1988). Quatre 
exons et trois introns ont également été retrouvés dans ce gène (Mukaida et 
al., 1989). Celui-ci est localisé sur le chomosome 4 (12q-21) de l'homme. 
En cherchant des séquences de régulation sur le gène IL-8, plusieurs 
sites potentiels de liaison à différents facteurs nucléaires et un élément de 
réponse aux glucocorticoïdes ont été localisés dans la région 5' du gène. 
L'ARNm d'IL-8 encode un précurseur de 99 acides aminés qui donne un 
polypeptides de 72 ou 77 résidus d'acides aminés. Le variant de 72 acides 
aminés est la forme mature prédominante. On retrouve 14 acides aminés 
basiques (lysine et arginine) dans la forme active d'IL-8, ce qui contribue aux 
caractéristiques basiques de la protéine (point isoélectrique de 10) (Mukaida 
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et al., 1992). De plus, la protéine IL-8 contient quatre résidus cystéines qui 
forment deux ponts disulfides et son poids moléculaire est estimé à 8000 
daltons (Matsushima et al., 1988). 
L'IL-8 est membre de la superfamille des chemokines a. ou C-X-C (Mahe 
et al., 1991). Cette famille est composée de protéines solubles qui sont 
impliquées dans plusieurs évènements du processus inflammatoire ainsi que 
dans certaines fonctions d'immunorégulation. Les chemokines sont 
regroupées par leur stucture primaire, et surtout par la conservation du motif 
à quatre cystéines (Oppenheim et al., 1991). Les membres de cette famille 
sont entre autres, le facteur de plaquettes 4 (PF-4), la thromboglobuline-P et 
le peptide activateur de neutrophiles-2 CNAP-2) (Kuldeep et al., 1993). 
Les récepteurs de l'IL-8 possèdent sept domaines transmembranaires 
ainsi que d'autres particularités propres aux récepteurs qui s'associent aux 
protéines G (Oppenheim et Mukaida, 1991). Ils sont regroupés en deux sous-
classes selon leur degré d'affinité pour le ligand (LaRosa et al., 1992). Cette 
superfamille de récepteurs couplés à une protéine-G, regroupe au moins dix 
récepteurs de cytokines proinflammatoires (Aderem, 1993). Le mécanisme 
d'activation se résume en la liaison extracellulaire de la protéine IL-8 qui 
induit un changement de conformation de la molécule afin qu'un signal soit 
transmis du coté cytoplasmique du récepteur. Cette activation du récepteur 
stimule une protéine G, qui a son tour active la voie des phospholipides 
inositol via la phospholipase C. Du précurseur deux produits seront crées par 
hydrolyse, soit le triphosphate inositol qui va induire le relâchement de 
calcium (Ca2+) à partir de la réserve intracellulaire (Larsen et al., 1989) et le 
diacylglycérol (DG) impliqué dans l'activation de la protéine kinase C (PKC) 
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(Nishizuka et al., 1988). La régulation du récepteur d'IL-8 se fait via son 
propre ligand. L'internalisation très rapide du complexe récepteur-ligand 
(moins de 10 minutes) est essentiel pour la transmission du signal induit par 
l'IL-8 (Samanta et al., 1989). 
1.2.2 Sources cellulaires 
L'IL-8 est produite par différents types cellulaires en réponse à divers 
stimuli. La plupart de ces cellules ne relâchent pas ou très faiblement d'IL-8 
de façon constitutive. Les monocytes/macrophages ont été identifiés comme 
la source principale d'IL-8 en réponse au LPS, à l'IL-1 et au TNF, aux lectines 
et aux esters de phorbol (Seitz et al., 1991). Les lymphocytes T et les 
neutrophiles sécrètent également de l'IL-8 lorsque stimulés aux LPS, aux 
esters de phorbol ou à l'ionophore de calcium (dans le cas des cellules T 
seulement) (Mukaidà et al., 1992). 
Plusieurs études ont démontré que l'IL-8 est synthétisée par une 
multitude de cellules non-immunologiques. En effet, les fibroblastes de 
différents tissus, les cellules endothéliales, les cellules épithéliales 
pulmonaires et les kératinocytes ont toutes la capacité de produire l'IL-8 en 
réponse aux cytokines IL-1 et TNF (Baggiolini et al., 1989; Leonard et 
Yoshimura, 1990). Il est intéressant de noter que ces cellules non-
immunologiques n'expriment pas l'IL-8 en réponse au LPS (Strieter et al., 
1991). Ce qui suggère que le relâchement in situ d'IL-1 et de TNF par les 
cellules immunitaires tels que les monocytes/macrophages est primordiale 
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pour la production du facteur chimiotactique IL-8 par les cellules localisées 
au site perturbé. 
1.2.3 Activités biologiques 
L'IL-8 démontre une activité chimiotactique pour les cellules T (Larsen et 
al., 1989), les basophiles (White et al., 1989) et les neutrophiles (Yoshimura et 
al., 1987, Schroder et al., 1987, Walz et al., 1987). Cette cytokine active les 
neutrophiles à relâcher des enzymes lysosomaux, incluant la 
myéloperoxidase, la a-mannosidase et la ~-glucuronidase (Huber et al., 1991) 
ainsi que des anions superoxide (Baggiolini et al., 1989). De plus, l'IL-8 
induit le changement de conformation, l'adhésion ainsi que la migration des 
neutrophiles sur les cellules endothéliales (Detmers et al., 1990; Huber et al., 
1991). Farina et al. (1989) ont démontré que l'expression des molécules 
d'adhésion MAC-1 (CDllb/CD18) est augmentée sur les neutrophiles et ce en 
absence de la synthèse protéique de nova, en réponse à l'IL-8. Ceci pourrait 
contribuer à stimuler l'adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales 
vasculaires. 
L'adhésion des monocytes aux cellules endothéliales est également 
favorisée par la présence d'IL-8 (Mukaida et al., 1992). Récemment, le groupe 
de Hebert (1990) a rapporté que l'IL-8 aurait des propriétés anti-
inflammatoires. En effet, l'adhésion des neutrophiles à des cellules 
endothéliales de veine de cordon ombilical induite par l'IL-1~, est inhibée par 
la protéine IL-8. 
11 
Des analyses in vivo ont démontré que l'injection intradermique d'IL-8 
chez le lapin résulte en une infiltration massive de neutrophiles (Rampart et 
al., 1989; Van Damme et al., 1988). De plus, l'étude de maladies pulmonaires 
caractérisées par un nombre élevé de neutrophiles, a permis d'observer que la 
protéine IL-8 est également présente en quantité importante dans les 
poumons. En effet, les lavages broncho-alvéolaires de patients atteints du 
syndrome de détresse respiratoire de l'adulte (ARDS) ou de fibrose 
idiopathique pulmonaire CIPF) sont composés à 50 % de neutrophiles 
comparativement au 1 % de ces cellules dénombrées chez les individus sains 
(Kunkel et al., 1991). L'expression d'IL-8 par différents types cellulaires dans 
les poumons de ces patients suggère que ce facteur pourrait être d'une 
importance critique pour le mouvement et l'activation des neutrophiles 
impliqués dans le développement de plusieurs maladies pulmonaires. 
1.2.4 Régulation 
La production d'IL-8 est sous la régulation d'un réseau élaboré de 
facteurs et cytokines inflammatoires et anti-inflammatoires. Plusieurs 
études ont rapporté l'importance des cytokines IL-1 et TNFa pour la 
production d'IL-8. Ces cytokines, produites rapidement lors de la réponse 
immunitaire initiale, modulent l'expression subséquente du gène IL-8. 
L'utilisation d'anticorps a permis de démontrer que lorsque l'on bloque 
l'activité des cytokines IL-1 et TNF, la sévérité de l'inflammation est par la 
suite atténuée (Dinarello et al., 1993). L'identification de substances 
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inhibitrices naturelles de l'IL-1 et du TNF permet d'élaborer des stratégies 
plus efficaces pour le traitement de maladies inflammatoires. L'une de ces 
substances est un antagoniste du récepteur de l'IL-1 (IL-lra) qui inhibe 
l'activité de l'IL-1 par compétition pour la liaison à son récepteur cellulaire 
(Arend, 1991). Le TNF possède également des molécules qui inhibent son 
effet. Les récepteurs du TNF solubles de type 1et2 (TNF-BP 1et2) sont des 
produits du clivage protéolytique des récepteurs cellulaires du TNF 
(Engelmann et al., 1989). Des expériences in vitro suggèrent que l'inhibition 
simultanée de l'IL-1 et du TNF à l'aide de l'IL-lra et de la TNF-BP serait plus 
efficace que l'utilisation séparée de ces protéines pour contrer l'inflammation 
(Dinarello et al., 1993). De plus, le groupe de DeForge (1992) a rapporté que 
l'IL-lra réduisait l'expression de la protéine et de l'ARNm de l'IL-8 induite 
par le LPS chez les leukocytes humains. 
L'expression du gène IL-8 est modulé par plusieurs substances dont entre 
autres les glucocorti~oïdes (Mukaida et al., 1989), la PGE2 (Standiford et al., 
1992; Wertheim et al., 1993) et la l,25-(0H)2-vitamine D3 (Larsen et al., 
1991). Les cytokines anti-inflammatoires comme l'IL-4, produite par les 
lymphocytes T, et IL-10 synthétisée par les monocytes, sont connues pour 
leur potentiel à réduire l'inflammation. Il a été démontré que ces deux 
cytokines réduisent la production d'IL-8 par les monocytes (Standiford et al., 
1990; de Waal et al., 1991) et que l'IL-4 diminue aussi l'expression d'ARNm 
du gène IL-8 chez les neutrophiles (Wertheim et al., 1993). L'IFN-y a 
également un effet inhibiteur sur l'expression du gène IL-8 et ce autant chez 
les fibroblastes stimulés au TNF que chez les monocytes induits à l'IL-2 
(Oliveira et al., 1992; Gusella et al., 1993). L'immunorégulation très élaborée 
à laquelle est soumis l'IL-8, démontre bien l'importance de cette protéine pour 
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l'établissement de l'inflammation et suggère que cette cytokine inflammatoire 
pourrait bien être le facteur chimiotactique majeur lors du développement de 
plusieurs pathologies pulmonaires. 
1.3 Monocyte 
1.3.1 Fonction 
Les monocytes sont des cellules mononuclées phagocytaires. Elles sont 
les premières cellules a pénétrer dans la circulation sanguine à partir de la 
moëlle osseuse. Une partie de la population cellulaire des monocytes migre 
vers les tissus pour se différencier en macrophages. On retrouve ces cellules 
dans tous les organes et tissus conjonctifs et elles sont nommées 
différemment selon leur location. Ainsi, dans le système nerveux central on 
retrouve les microglies, dans la foie les cellules de Kupffer et dans les 
poumons se sont les macrophages alvéolaires et interstitiels. 
Les monocytes agissent lors de la réponse immunitaire spécifique comme 
cellules présentatrices d'antigène (APCs). Cette fonction des monocytes est 
reliée aux molécules antigéniques présentes à leur surface qui sont reconnues 
par les lymphocytes T. La présence de récepteurs de surface pour certaines 
protéines du complément et anticorps, permet aux macrophages de 
phagocyter après opsonisation les antigènes étrangers et ainsi de participer à 
l'immunité. 
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En plus de ces fonctions spécifiques les monocytes sont les cellules de 
défense primaire du système immunitaire. Le relâchement d'enzymes et 
d'anions superoxides provoqué par la phagocytose permet de détruire les 
agents pathogènes. Les monocytes produisent également des cytokines qui 
ont des fonctions diverses. Certaines sont impliquées dans le recrutement de 
cellules inflammatoires ou encore provoquent les effets caractéristiques de 
l'inflammation, comme la fièvre. Les monocytes synthétisent également des 
facteurs de croissance qui induisent la prolifération cellulaire et le 
renouvellement tissulaire. 
Les maladies pulmonaires causées par l'inhalation de poussières 
inorganiques, comme la silicose, sont caractérisées par une phase 
inflammatoire aiguë suivie d'une phase fibrotique chronique. Lors de la 
période inflammatoire de la silicose, une suite d'évènements cellulaires 
survient sous le contrôle d'une série de médiateurs polypeptidiques qui sont 
exprimés de façon coordonnée. La phagocytose de particules fibrogéniques 
par les cellules du sang périphériques et par les cellules pulmonaires entraîne 
le relâchement de facteurs chimiotactiques et de cytokines inflammatoires. 
Ainsi, le relâchement de facteurs chimiotactiques par les macrophages 
alvéolaires ou interstitiels présents dans les poumons ou par les monocytes 
du sang provoque l'infiltration du site inflammatoire par des neutrophiles, 
des basophiles ou encore des lymphocytes T. Ces cellules étant activées à 
relâcher des cytokines et des métabolites oxidatifs, leur séjour plus ou moins 
prolongé dans les poumons détermine la durée de la phase aiguë et donne une 
indication de la sévérité de la fibrose à s'établir. 
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Le rôle important que semblent jouer les facteurs chimiotactiques dans 
l'établissement des pathologies fibrogéniques, nous a amené à étudier la 
régulation de l'une de ces cytokines inflammatoires. Notre projet de 
recherche nous a permis de vérifier que l'expression du gène IL-8, dans les 
monocytes humains, est modulée lors de l'exposition in vitro à des particules 
de silice. 
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2. MATERIEL ET METHODES 
2.1 Produits utilisés 
Les particules de silice Min-U-Sil-5 (Pennsylvania Glass Scand. Co., 
Pittsburg, PA) ont été stérilisées en autoclave, resuspendues dans du PBS (cf. 
la composition du tampon à l'annexe 2) et utilisées aux concentrations 
mentionnées dans la légende des figures. L'indométhacine (cf. la préparation 
et la spécificité des inhibiteurs à l'annexe 3), un inhibiteur de la 
cyclooxygénase; le dibutyryl AMP cyclique ; la prostaglandine E2 (PGE2); les 
inhibiteurs de la PKC,(1-5-isoquinolinesulfonyl)-methylpiperazine (H7) et 
staurosporine; la melittine, un activateur de la phospholipase A2; la 
quinacrine dihydrochlorure, un inhibiteur de la phospholipase A2; la 
cycloheximide, un inhibiteur de la synthèse protéique, la polymyxin B un 
inhibiteur d'activité du lipolysaccharide (LPS) et les billes de latex 
proviennent de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Le MK886 et 
l'antagoniste de récepteur de l'interleukine-1 ont été généreusement offerts 
par le Dr. Ford-Hutchinson (Merck Frosst, Montréal, Québec, Canada) et le 
Dr. D.E. Tracey (UpJohn Laboratories, Kalamazoo, MI) respectivement. 
L'interleukine-4 recombinante et la génistéine, un inhibiteur des tyrosine 
kinases, ont été obtenus chez Genzyme (Markham, Ontario, Canada). 
L'ELISA d'IL-8 et la protéine-1 liant le facteur nécrosant les tumeurs (TNF-
BPl) provient de R & D Systems (Minneapolis, MN). L'actinomycine D 
provient de chez Merck Sharp & Dohme International (Rahway, NJ). Par un 
test sur les amoebocytes de limulus (Sigma Chemical Co.), il a été déterminé 
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que la silice et les billes de latex contiennent moins que 0.046 ng/ml 
d'endotoxine dans une préparation à 50 µg/ml. 
2.2 Préparation des monocytes 
Les monocytes humains proviennent du sang veineux de volontaires 
sains. Par centrifugation à 1100 RPM, les cellules sont séparées du sérum 
riche en plaquettes, qui est remplacé par du PBS et du dextran 2% (Dextran 
T-500 Pharmacia, Baie d'Urfe, Québec, Canada). Suite à la sédimentation 
des globules rouges, le surnageant riche en leucocytes est déposé sur un 
gradient de Ficoll-Hypaque 1.077 g/ml (Ficoll 400, Pharmacia et Hypaque 
Sodium, Sterling-Winthrop Markham, Ontario, Canada respectivement) et 
puis centrifugé à 1400 RPM pendant 20 minutes. Les PBML (monocytes et 
lymphocytes du sang périphérique) sont récoltés à l'interface puis lavés deux 
fois dans du tampon PBS. Les cellules sont resuspendues dans du RPMI 
1640 (ICN/Flow, Mississauga, Ontario) contenant 10 % de sérum de veau 
foetal (FBS) (Intergen, New York, NY), 100 µg/ml de streptomycine (Allen & 
Hanburys, Montréal, Québec, Canada) et 100 U/ml penicilline (Ayerst, 
Montréal, Québec, Canada). 
Les monocytes sont purifiés, par adhérence sur la surface de flacons de 
plastique préalablement recouverts avec des microexudats de cellules 
fibroblastoïdes de hamster (baby hamster kidney, BHK), pendant 1 heure à 
37°C-5% C02. Les cellules sont décollées avec de l'EDTA 10 mM dans du 
milieu RPMI 1640/10%FBS. Les monocytes ainsi récupérés (la viabilité >95% 
a été déterminée selon l'exclusion au bleu de trypan) sont resuspendus dans 
du milieu RPMI 1640 additionné de 10 % FBS à une concentration finale de 1 
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x 106 cellules/ml. Les cellules sont incubées pendant 18 h à 37°C, sous une 
atmosphère de 95 % 02 et 5% C02 dans du milieu complet contenant 10% de 
FBS. Les inhibiteurs et les stimuli sont ajoutés tel que spécifié dans les 
légendes des figures. Après la stimulation, les cellules sont centrifugées et du 
culot cellulaire l'ARN total est extrait aux temps mentionnés. Les 
surnageants cellulaires qui ont servi à mesurer la quantité de protéine IL-8, 
ont été collectés après 20 h d'incubation. 
2.3 Extraction d'ARN et buvardage de type northern 
L'ARN cellulaire total a été préparé selon la technique d'extraction à 
l'acide guanidium thiocyanate-phenol-chloroform mise au point par 
Chomczynski et Sacchi, 1987. Les cellules sont lysées dans une solution 
contenant de l'acide guanidium-thiocyanate (Fluka, Buchs, Suisse). À partir 
de 50 ml de cette solution stock (cf. la composition de tampon à l'annexe 2), la 
solution dénaturante est complétée en ajoutant 360 µl de 2-mercaptoéthanol. 
Les cellules sont lysées dans 1 ml de cette solution dénaturante. L'ARN est 
conservé ainsi, à -80°C jusqu'à son extraction. Au lysat cellulaire de 1 ml 
dégelé, on ajoute 0,1 ml d'acétate de sodium 2 M, 1 ml de phénol saturé avec 
du tampon Tris pH 8, et finalement 0,2 ml de chloroforme:alcool isoamyl 
(49:1). Entre chaque addition, les tubes sont mélangés doucement et puis 
vortexés pendant 10 secondes vigoureusement. Les tubes sont déposés dans 
la glace pendant 15 minutes et puis centrifugés à 10.000 rpm pendant 20 
minutes à 4°C. La phase aqueuse est transférée dans de nouveaux tubes 
stériles et l'ARN est précipité avec 1 ml d'isopropanol pendant 1 heure et 30 
minutes à -20°C. Les culots d'ARN sont resuspendus dans 0,3 ml de solution 
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dénaturante, transférés dans des micro-tubes et reprécipités dans 1 volume 
d'isopropanol. Une centrifugation dans l'éthanol 75 % permet de laver l'ARN 
cellulaire qui est, par la suite, resuspendu dans de l'eau stérile et dosé à l'aide 
d'un spectrophotomètre à 260 nm. L'ARN est par la suite séparé par 
éléctrophorèse sur gel dénaturant d'agarose (Gibco, Burlington, Ontario) 1% 
dans du tampon MOPS (Sigma) (cf. la composition à l'annexe 2) contenant de 
la formaldéhyde 37 % (0,05 volume). Avant d'être mis sur gel, l'ARN est 
dénaturé en chauffant à 65°C. pendant 15 minutes, dans une solution de 
formaldéhyde (18% vol.) et de formamide (56 % vol.) (Sigma). Les ARN ainsi 
séparés sont transférés à une pression constante de 50 mm de mercure, 
pendant 2 heures sur une membrane de nylon Hybond-N+ (Amersham, 
Oakville, Ontario, Canada). Le transfert se fait dans du NaOH 0,05 N stérile. 
L'analyse de type northern consiste en l'hybridation des ARNm à 
analyser, fixés sur une membrane, à des sondes d'ADN complémentaires 
marquées à l'aide d'un isotope radioactif. Les sondes utilisées pour cette 
étude sont un fragmént coupé EcoR 1 de 0.5 kb d'ADN complémentaire d'lL-8 
humain donné par le Dr. J. Oppenheim (Frederick, MD.), un insert Pst 1 de 1 
kb complémentaire au gène humain glycéraldéhyde-3-phosphate 
déhydrogénase (GAPDH) et un fragment BamH 1 de 1 kb complémentaire au 
gène humain ~actin donnés par le Dr. C. Asselin (Sherbrooke, Québec, 
Canada). Les sondes sont marquées à l'aide d'un système de marquage par la 
technique d'extension d'amorces (mutiprime DNA labeling system, 
Amersham, Oakville, Ontario, Canada) ainsi que de l'isotope dCTP (aP32) à 
une activité spécifique de plus de 3000Ci/m.M (Amersham, Oakville, Ontario, 
Canada). 
La membrane est préhybridée pour une période de 4 heures dans une 
solution aqueuse (cf. la composition de cette solution à l'annexe 2) contenant 
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de l'héparine à 100 µg/ml afin de saturer les sites non-spécifiques avant d'être 
mise en présence de la sonde radioactive. L'hybridation se fait pour une 
période de 20 h à 68 °C dans le même tampon que décrit plus haut, 
additionné de sulfate de dextran à 10% et concentré à 625 µg/ml en héparine. 
La membrane est ensuite lavée 3 fois à des températures différentes et dans 
trois tampons différents quant à leur salinité. Le premier lavage se fait 20 °C 
pendant 20 minutes dans du 2X SSC (cf. la composition de cette solution à 
l'annexe 2) ensuite à 68°C pour 60 minutes dans une solution de O.lX SSC et 
0.1% SDS et puis pour finir dans du 0.lX SSC à la température de la pièce. 
Le filtre est ensuite exposé sur un film Kodak XAR-5 (Eastman Kodak, 
Rocherster, NY) avec un écran intensificateur à -80 °C. Les membranes ont 
toutes été hybridées avec la sonde IL-8 puis lavées de façon très stringente à 
90 °C dans une solution de SDS à 0.1 % et finalement réhybridées avec la 
sonde GAPDH (housekeeping gene). Les signaux sont par la suite quantifiés 
par densitométrie en utilisant un digitalisateur numérique (Lightning scan 
P10256 Thunder Wave, CA) et analysés avec le logiciel Sean Analysis 2.21 
pour Maclntosh ™ (Biosoft, Cambridge UK). Les données densitométriques 
sont exprimées en ratio d'unités densitométriques IL-8/GAPDH. 
2.4 Essai de transcription nucléaire in vitro 
L'essai de transcription nucléaire in vitro a été effectué, avec 
modifications, selon la méthode de Greenberg et Bender (1990). Les noyaux 
ont été isolés à partir d'un nombre de 4xl07 monocytes incubés pour des 
périodes de 30 et 60 minutes avec de la silice. Les cellules sont lysées dans 
un tampon hypotonique (cf. la composition de tampon à l'annexe 2) contenant 
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un détergent, le NP-40 à 0.2% et les noyaux sont sédimentés à travers une 
solution à 30% (p/v) sucrase. Les noyaux sont congelés dans l'azote liquide 
dans une solution de glycérol à 50%. La réaction de transcription in vitro se 
déroule en présence d'un ribonucléotide marqué radioactivement au p32 soit 
le UTP à une activité spécifique de moins de 600 Ci/mmol et de 
ribonucléotides froids. La réaction d'incorporation de nucléotides est arrêtée 
avec l'ajout d'ARN de transfert, de DNase et de protéinase K. Les ARN 
radioactivement marqués sont isolés par extraction au phénol/chloroforme et 
précipités avec de l'acide trichloroacétique sodium pyrophosphate. Ces ARN 
nucléaires sont par la suite incubés pendant 4 jours avec des membranes de 
nitrocellulose Genescreen plus (Dupont, Mississauga, Ontario.), 
préalablement imprégnées des sondes d'ADN complémentaires 
correspondantes aux gènes étudiés ayant été préhybridées 48 heures en 
présence de form.amide et d'ADN de sperme de saumon. Les membranes sont 
lavées 5 fois pendant 20 minutes dans une solution de SSC O,lX et SDS 0,1 
%, afin d'enlever la radioactivité non-spécifique et exposées pendant 2 
semaines sur des films Kodak XAR-5. 
2.5 Essai de type ELISA 
Les protéines immuno-réactives IL-8 présentes dans le surnageant des 
monocytes traités ont été mesurées à l'aide d'un essai immunologique de type 
Elisa (R & D Systems), basé sur la technique de quantification 
immunométrique à double ligand. La limite de détection de cet essai est de 
4. 7 pg/ml de protéines dans le surnageant. La densité optique est déterminée 
à l'aide d'un lecteur de microplaque Bio-Rad (Mississauga, Ontario). 
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2.6 Statistiques 
La significativité des données est déterminée avec un test-t de Student 
pour des données pairées. 
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3. RESULTATS 
3.1 Etude de l'exnression du 2'ène IL-8 chez les monocytes stimulés à 
la silice 
3.1.1 Production de la protéine IL-8. 
Des travaux effectués dans le laboratoire du Dr. Rola-Pleszczynski ont 
démontré que la silice module la synthèse du TNFa. chez les macrophages 
alvéolaires (Dubois et al., 1989). Afin de poursuivre cette étude de production 
de cytokines inflammatoires stimulée par la silice, nous avons évalué la 
capacité de celle-ci à induire le relâchement du facteur chimiotactique IL-8. 
Pour ce faire, des monocytes humains du sang périphérique, prélevés chez 
des donneurs sains·, ont été utilisés. Les cellules ont été séparées puis 
incubées avec ou sans silice pendant une période de 20 h et la présence de la 
cytokine IL-8 dans le surnageant a été mesurée à l'aide d'un test ELISA. À la 
figure 1, on voit que la silice augmente significativement(* p<0,0007, n=120 
la concentration d'IL-8 dans le surnageant et ce de 1.6 fois par rapport aux 
cellules non exposées. La concentration d'IL-8 dans le surnageant des 
cellules non stimulées est de 173 ±22 ng/ml et celle des cellules stimulées est 
















Fig. 1 La silice augmente la production d'IL-8 chez les monocytes 
humains. Les cellules sont incubées à une concentration de 
lxl06/ml pendant 20 h en absence ou en présence de silice à 100 
µg/ml. L'IL-8 a été mesurée dans le surnageant à l'aide d'un 
ELISA. NS = cellules non-stimulées. Les résultats sont exprimés 
en moyenne ng/ml ±erreur standard, n=l2. * p< 0,0007 . 
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3.1.2 Effet concentration-réponse de la silice sur l'accumulation 
d'ARNm d'IL-8 
Ayant démontré l'effet de la silice sur la production d'IL-8, nous avons, 
par la suite, examiné la réponse des monocytes à différentes concentrations 
de silice. Les cellules ont été incubées pendant une période de 6h en présence 
de silice et l'ARN total a été extrait afin de procéder à une analyse de type 
northem à l'aide des sondes d'ADNc d'IL-8 et de GAPDH. On observe à la 
figure 2 que l'expression du gène IL-8 est constitutive chez les monocytes 
humains. Les monocytes répondent de façon croissante, en terme 
d'accumulation de ARNm d'IL-8, à une augmentation de concentration de 
silice. Ainsi, à la piste 2 de la figure 2, on montre que 50 µg/ml de silice 
induit moins fortement l'expression du gène IL-8 (2.8 fois le niveau de base) 
qu'une concentration de 100 µg/ml (3.5 fois le niveau basal) et la 
concentration de 200 µg/ml testée induit la réponse la plus importante en 
terme d'accumulation du messager soit de 4 fois le niveau de base. La 
concentration de 100 µg/ml est utilisée dans la majorité des expériences qui 
suivent. Les cellules répondent de façon significative à la silice à cette 
concentration sans toutefois être affectées par la toxicité de la particule 
inorganique. La viabilité des cellules, >90%, a été déterminée par l'exclusion 
du trypan bleu. 
3.1.3 Cinétique de l'accumulation de l'ARNm d'IL-8 
Afin de déterminer la cinétique de modulation du gène IL-8 par la silice, 
nous avons incubé des monocytes avec une concentration de 100 µg/ml de 
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Fig. 2 Réponse concentration-dépendante de l'accumulation d'ARNm d'IL-8 
induite par la silice. L'expression du gène IL-8 chez les monocytes 
cultivés 6 h avec: piste 1, milieu; piste 2, silice (50 µg/ml); piste 3, 
silice (100 µg/ml); piste 4, silice (200 µg/ml). L'ARN cellulaire total a 
été isolé à partir de 10xl06 monocytes et 8 µg d'ARN a été séparé 
par électrophorèse sur un gel de 1 % agarose-formaldehyde et puis 
transféré sur une membrane de nylon qui a été hybridée 
séquentiellement avec une sonde d'IL-8 humaine et une sonde 
GAPDH humaine marquée à l'isotope radioactif dCTP (32P). Les 
données de la figure 2 sont présentées en ratio d'unités 
densitométriques d'IL-8 sur GAPDH et sont représentatives de 
quatre expériences indépendantes. 
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Fig. 3 Cinétique d'induction de l'expression génique d'IL-8 chez les 
monocytes humains exposés à la silice. Cellules, non-stimulées 
(pistes 1, 3, 5, 7, 9, 11) ou stimulées avec 100 µg/ml silice (pistes 2, 4, 
6, 8, 10, 12), cultivées pour différentes périodes de temps tel 
qu'indiquées sous le graphique. La membrane a été réhybridée avec 
la sonde GAPDH pour confirmer la quantité d'ARN total déposée 
sur gel et transférée sur la m embrane. Ces résultats sont 
représentatifs de trois expériences indépendantes. 
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gène induite par la silice est détectable à 2 heures et se poursuit jusqu'à 20 
heures (fig. 3). Une incubation de 6 h des cellules en présence de silice donne 
un maximum d'accumulation d'ARNm d'IL-8 ce qui représente environ 4 fois 
le niveau de base. Sur la même figure, on voit que les cellules non stimulées 
démontrent un faible taux d'expression qui se maintient approximativement 
au même niveau jusqu'à 20 h d'incubation. 
3.2 Identification des mécanismes impliqués lors de l'induction du 
messager d 'IL-8 par les particules de silice. 
3.2.1 Implication de la transcription des ARNm 
Différents niveaux de régulation peuvent être impliqués lors de 
l'augmentation d'expression d'un gène. Afin de déterminer le rôle de la 
transcription dans le processus d'induction du gène IL-8 par la silice, nous 
avons procédé à un test d'élongation de transcription in vitro. Des monocytes 
ont été incubés 30 et 60 minutes en présence de silice. Les noyaux ont été 
isolés et la transcription amorcée in vivo dans les cellules a été complétée in 
vitro. La figure 4 montre que l'augmentation d'expression du gène IL-8 
induite par la silice est attribuable en partie à la hausse du taux de 
transcription. Les cellules mises en présence de silice contiennent plus de 
nouveaux transcrits que les cellules non stimulées. L'augmentation de la 
transcription du gène est rapide et de courte durée. La hausse de 1,8 fois 
(1,6 ± 0,25, n=4) le niveau témoin observée après 30 min diminue après 1 
heure de traitement. La présence, sur la membrane, d'un plasmide ne 
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Fig. 4 Analyse de la transcription nucléaire du gène IL-8 induite par la 
silice. Les monocytes ont été cultivés pour 30 ou 60 minutes avec le 
milieu seul (C) ou la silice (lOOµg/ml). Les noyaux ont été isolés et 
les transcripts d'ARN dont l'élongation s'est poursuivie in vitro ont 
été hybridés au pSP72 (plasmide sans insert) et aux ADN c de B 
actine et d'IL-8. Les données de la figure 4 sont présentées en ratio 
d'unités densitométriques d'IL-8 sur B actine (B). Ces résultats sont 
représentatifs de quatre expériences indépendantes. 
30 
l'hybridation. L'hybridation à l'ADNc du gène 13-actine, qui est exprimé 
constitutivement dans toutes les cellules, sert à normaliser les données d'IL-
8. L'histogramme de la figure 4 montre les ratios d'unités densitométriques 
d'IL-8 sur B-actine. 
3.2.2 Modulation de la stabilité des ARNm d'IL-8 
Il a été mentionné, dans une étude utilisant une lignée cellulaire 
neuronale, que l'expression d'IL-8 induite par l'IL-1 et le TNFa., était 
attribuable en partie à une augmentation de la stabilité des ARNm 
(Kasahara et al., 1991). La stabilité des ARNm d'IL-8 a également été 
étudiée dans notre modèle et ceci à l'aide d'un inhibiteur de transcription. 
Les monocytes ont été incubés en présence de silice pour une période de 4 
heures et après l'ajout de l'inhibiteur de transcription, l'actinomycine D, 
l'incubation a été arrêtée aux temps indiqués. La figure 5, démontre que 
l'ARNm d'IL-8 subit une stabilisation transitoire. Au temps=l/4, 
l'augmentaton de la stabilité des ARNm d'IL-8 est de 33.33% chez les cellules 
stimulées à la silice. La demi-vie d'environ 10 heures (10 ± 0,5 h, n=3) n'est 
pas modifiée par la silice. Après 11 heures d'incubation en présence de silice 
les monocytes semblent être plus sensibles à l'action toxique de l'actinomycin 
D et démontrent une dégradation plus rapide des transcripts d'ARN. Cette 
augmentation faible mais perceptible de la stabilité des ARNm d'IL-8 indique 
que ce phénomène peut être une composante de la régulation d'IL-8 chez le 
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Fig. 5 Effet de l'actinomycin D sur l'augmentation induite par la silice de 
l'accumulation d'ARNm d'IL-8. Les monocytes sont incubés seuls ou 
avec de la silice pendant 4 heures avant d'ajouter l'actinomycin D 
pour des périodes de 0, 6 et 9h. Les buvardages de type northern ont 
été analysés de façon similaire à ceux de la figure 2. La membrane a 
été réhybridée avec la sonde GAPDH pour confirmer le dépôt d'ARN 
initial et le transfert. Ces résultats sont représentatifs de trois 
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Fig. 6 Effet de l 'inhibition de la synthèse protéique avec la cycloheximide 
(CHX) sur l 'expression d'ARNm d'IL-8 chez les monocytes exposés ou 
non à la silice. Les cellules sont pré-incubées avec l'inhibiteur à la 
concentration de 10 µg/ml pour 10 minutes avant l'addition de la 
silice pour une incubation de 6 heures. Les données sont présentées 
en ratio d'unités densitométriques d'IL-8 sur GAPDH. Ces résultats 
sont représentatifs de deux expériences indépendantes. 
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3.2.3 Effet de la synthèse protéique de novo 
Pour compléter cette étude des mécanismes de régulation de l'expression 
du gène IL-8, nous avons vérifié la participation de la synthèse de nouvelles 
protéines lors de l'augmentation d'accumulation d'ARNm d'IL-8 induite par la 
silice. Les monocytes ont été pré-incubés 10 minutes avec un inhibiteur de 
synthèse protéique, la cycloheximide, avant d'ajouter la silice pour une 
période de 6 heures. À la figure 6, l'analyse par buvardage de type northern 
nous révèle qu'en présence de cycloheximide le niveau basal de transcripts 
d'IL-8, ainsi que le niveau induit par la silice, subissent une super-induction. 
Le ratio silice/milieu demeure cependant identique suggérant que la synthèse 
de nova de protéines n'est pas une composante de la régulation de 
l'expression du gène IL-8. 
3.3 Etude des voies impliquées lors de la transduction du signal 
induit par la silice pour l'expression du gène IL-8. 
3.3.1 Rôle de l'enzyme phospholipase A2• 
L'étude de la transmission du signal induit par la silice a été amorcée par 
l'analyse de l'implication des acides gras dans ce mécanisme. La 
phospholipase A2 est la principale enzyme catalysant la libération de l'acide 
arachidonique (AA) membranaire. Puisque l'on sait que la silice peut 
provoquer le relâchement de métabolites d'AA (Englen et al., 1990), le rôle 
joué par ces derniers, lors de l'expression de l'IL-8 chez les 
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Fig. 7 L'expression du gène IL-8 chez des monocytes humains en présence 
d'un inhibiteur (quinacrine) et d'un activateur (melittine) de la 
phospholipase A2. L'ARN a été préparé après 6 h de culture avec: 
(A) piste 1, milieu seul; piste 2, quinacrine (100 µM); piste 3, silice 
(100 µg/ml); piste 4, quinacrine (100 µM) et silice (100 µg/ml) et (B) 
piste 1, milieu; piste 2, silice (100 µ.g/ml); piste 3, melittine (5 µg/ml). 
Les buvardages de type northern ont été analysés de façon similaire 
à ceux de la figure 2. Ces résultats sont représentatifs de deux 
expériences indépendantes. 
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phospholipase A2, la quinacrine, a permis d'observer une modification 
importante de l'expression d'ARNm d'IL-8 induite par la silice (fig. 5). En 
effet, lorsque les monocytes sont exposés pendant 30 minutes à cet inhibiteur 
et ensuite pendant 6 heures à la silice, leur niveau d'ARNm induits est 
diminué de 36% (39 ± 2,5 %, n=2) (fig. 7 A; piste 3, silice; piste 4, quinacrine 
et silice). Par contre, l"inhibition de la phospholipase A2 par la quinacrine, a 
également un effet inhibiteur sur le niveau basal d'ARNm d'IL-8 (26 ± 15 %, 
n=2) (fig. 7 A; piste 2, quinacrine) indiquant que le métabolisme de l'AA est 
requis pour l'expression constitutive de ce gène. L'effet directe de l'AA sur 
l'expression d'ARNm d'IL-8 a été confirmé à l'aide d'un activateur de la 
phospholipase A2, la melittine. Cet agent provoque une augmentation de 1.4 
fois le niveau de base de l'accumulation d'ARNm d'IL-8 chez les monocytes. 
Ceci se compare à un niveau induit de 2.2 fois par la silice (fig.7 B, pistes 3 et 
2 respectivement). Ces résultats suggèrent un rôle important à la 
phospholipase A2 lors des évènements menant à l'expression d'ARNm d'IL-8 
mais n'indiquent Pas que cette voie de signalisation soit impliquée 
directement pour l'induction de l'expression du gène IL-8 par la silice. 
3.3.2 Rôle de la voie de la cyclooxygénase 
L'étude de l'implication de l'AA dans l'expression d'IL-8 induite par la 
silice s'est effectuée en parallèle à celle des métabolites, résultant de son 
catabolisme, pouvant jouer le rôle de second messager. L'AA est métabolisé 
principalement par deux voies soit celle de la cyclooxygénase et celle de la 5-
lipoxygénase (5-LOX). Sachant que la silice peut stimuler autant la voie de la 
cyclooxygénase que la 5-lipoxygénase chez les monocytes et les macrophages 
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(Dubois et al., 1989; Englen et al., 1989), il était important de bien vérifier 
l'implication de ces deux voies dans notre modèle. Nous avons, dans un 
premier temps, regardé l'influence directe de l'AA et des produits de la 
cyclooxygénase en vérifiant la possibilité que cet acide gras et que la PGE2 
exogènes puissent moduler l'accumulation d'ARNm d'IL-8. Les résultats 
montrés en figure 8 A et B indiquent que l'AA et la PGE2 induisent une 
augmentation de l'expression d'IL-8 de 1.2 et 1.4 fois le témoin 
respectivement alors que celle induite par la silice équivaut à 3 fois le niveau 
de base. Nous avons, par la suite, examiné l'effet de la cyclooxygénase 
endogène sur l'expression d'ARNm d'IL-8 induite ou non par la silice avec un 
inhibiteur de la cyclooxygénase, l'indométhacine. Cet agent exerce un effet 
inhibiteur modeste (24 ± 5%, n=4) sur l'expression d'ARNm d'IL-8 après 
exposition à la silice (fig. 8) qui se compare à l'effet observé sur le niveau de 
base d'expression d'IL-8 (25 ± 6%, n=4) . La production endogène de PGs 
n'est donc pas requise pour l'augmentation d'accumulation des ARNm d'IL-8 
induite par la silice. Ces résultats confirment que la voie de la 
cyclooxygénase n'est pas impliquée dans le processus de signalisation menant 
à l'expression du gène IL-8 par la silice. 
3.3.3 Rôle de la lipoxygénase 
Pour compléter notre étude du rôle des métabolites de l'AA lors de la 
stimulation de l'expression du gène IL-8, nous avons étudié l'effet d'un autre 
membre des eicosanoides, les leukotriènes. Les métabolites endogènes de la 
5-LOX ont été démontrés comme des agents stimulant de l'induction d'IL-8 
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Fig. 8 Analyse de type northern de l'induction d'ARNm d'IL-8 par l'AA et les 
PG. Les monocytes ont été cultivés 6 h avec: (A) piste 1, milieu; piste 
2, silice (lOOµg/ml); piste 3, AA (500 µM); (B) piste 1, milieu; piste 2, 
silice (lOOµg/ml); piste 3, PGE2 (1000 ng/ml). Les membranes ont été 
réhybridées avec la sonde GAPDH pour confirmer la quantité d'ARN 
total déposée sur gel et transférée sur la membrane. Ces résultats 
sont représentatifs de trois expériences indépendantes. 
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Fig. 9 La modulation par un inhibiteur de la cyclooxygénase de l'expression 
d'ARNm d'IL-8. L'expression d'IL-8 chez les monocytes cultivés 6 h 
avec: piste 1, milieu; piste 2, indométhacine (1 µM); piste 3, silice (100 
µg/ml); piste 4, indométhacine (1 µM) et silice (100 µg/ml). 
L'évaluation densitométrique a été faite de la même façon qu'à la 
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Fig. 10 Effet d'un inhibiteur de l'activation de la 5-LOX sur l'expression du 
gène IL-8 stimulée ou non par la silice. L'ARN a été préparé après 6 
h de culture avec l'inhibiteur MK886 et la silice: piste 1, milieu seul; 
piste 2, silice (100 µg/ml); piste 3, MK 886 (1 µg/ml); piste 4, MK 886 
(1 µg/ml) et silice (100 µg/ml). La membrane a été successivement 
hybridée avec les sondes IL-8 et GAPDH. Les données sont 
présentées en ratio d'unités densitométriques d'IL-8 sur GAPDH. 
Ces données sont représentatives de trois expériences 
indépendantes . 
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d'IL-8, nous avons prétraité des monocytes 30 minutes avec un inhibiteur 
spécifique de l'activation de la 5-lipoxygénase, le MK886, et ensuite 
l'incubation avec la silice s'est poursuivie 6 heures. Des cellules lysées, l'ARN 
a été extrait et l'analyse northern a été effectuée avec les sondes IL-8 et 
GAPDH. Le graphique de la figure 10 montre le ratio des unités 
densitométriques d'IL-8 sur celles de GAPDH. Ces résultats démontrent que 
les leukotriènes ne sont pas impliqués dans la transduction du signal mais 
que l'inhibition de la production endogène des LTs module l'expression d'IL-8 
à la baisse (33 ± 18 %, n=3) de la même façon que les produits de la 
cyclooxygénase. Ces observations confirment les résultats obtenus avec le 
AA-861, un autre inhibiteur de la 5-LOX, qui n'a pas causé de changement 
sur l'accumulation d'ARNm stimulée par la silice. 
3.3.4 Rôle de l'enzyme PKC 
La transduction de message peut se faire à l'aide de différents 
intervenants. Chez plusieurs types cellulaires, la protéine kinase C est 
impliquée dans la transduction du signal médié par les récepteurs cellulaires 
et de plus il est connu que l'IL-8 peut être induite par des esters de phorboles 
qui sont des activateurs de PKC (Zhang et al., 1992). Le rôle régulateur de la 
PKC dans la génération d'ARNm d'IL-8 chez les monocytes stimulés à la 
silice a été examiné à l'aide de deux inhibiteurs de cet enzyme soit le H7 et la 
staurosporine. La préincubation des cellules avec ces inhibiteurs de PKC ne 
change pas significativement l'expression d'IL-8 stimulé par la silice de même 
que les niveaux constitutifs d'ARNm (fig.11 A). Ces résultats sont confirmés 
par l'utilisation d'un inhibiteur hautement spécifique à la PKC, la calphostine 
C (résultats non-présentés). 
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Fig. 11 Effets des inhibiteurs de la PKC (H7 et staurosporine) et de tyrosine 
kinases (génisteine), sur l'expression du gène IL-8 des monocytes 
stimulés ou non avec la silice. Le cellules ont été prétraitées 30 min 
avec les inhibiteurs et puis cultivées pour une période de 6 h avec: 
(A) piste 1, milieu seul; piste 2, H7 (20 µg/ml): piste 3, staurosporine 
(50 nM); piste 4, silice (100 µg/ml); piste 5, H7 (20 µg/ml) et silice 
(100 µg/ml); piste 6, staurosporine (50 nM) et silice (100 µg/ml). (B) 
piste 1, milieu seul; piste 2, silice (100 µg/ml); piste 3, génistéine (20 
µM); piste 4, génisteine (20 µM) et silice (100 µg/ml). La membrane 
a été successivement hybridée avec les sondes IL-8 et GAPDH. Ces 
données sont représentatives de trois expériences indépendantes. 
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3.3.5 Effet de l'inhibition de tyrosine kinases 
Le rôle possible des tyrosine kinases dans le processus de signalisation 
menant à l'induction de l'expression du gène d'IL-8 par la silice a également 
été vérifié. Pour cette étude, la génistéine, un inhibiteur de tyrosine kinases 
a été employé dans les mêmes conditions que précédemment: soit un 
prétraitement de 30 minutes des monocytes avec l'inhibiteur et une 
incubation de 6 heures en présence de silice à 100 µg/ml. La figure 11 B 
montre que la génistéine cause une diminution de 35% (31 ± 6%, n=3) du 
niveau d'accumulation d'ARNm d'IL-8 induit par la silice et de (26 ± 15%, 
n=3) du niveau d'expression constitutif d'IL-8. Ceci indique, que la 
phosphorylation de tyrosines pourrait participer à l'expression d'ARNm du 
gène IL-8 mais que cette activation n'est pas requise pour la transmission du 
signal induit par la silice. 
3.4 Régulation de l'expression du gène et de la production de 
protéines IL-8 induites par la silice. 
3.4.1 Analyse de la régulation de l'expression du gène IL-8 par l'IL-1 
et le TNF 
La cinétique d'expression d'IL-8 présentée à la figure 3, nous démontre 
que l'augmentation de l'accumulation d'ARNm d'IL-8 se poursuit au-delà de 
20 h. Cette observation suggère que le gène IL-8, stimulé par la présence de 
silice, pourrait être régulé ultérieurement par des agents inflammatoires. Il 
a été démontré que la silice induit la production des cytokines IL-1 et TNF 
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Fig. 12 Inhibition par l'IL-lra de l'augmentation induite par la silice de 
l'expression d'ARNm d'IL-8. L'accumulation dARNm d'IL-8 dans les 
monocytes cultivés 6 h et 20 h, A et B respectivement, avec: piste 1, 
milieu; piste 2, silice (100 µg/ml); piste 3, IL-lra (2.0 µg/ml); piste 4, 
IL-lra (0.2 µg/ml) et silice (100 µg/ml); piste 5, IL-lra (2.0 µg/ml) et 
silice (100 µg/ml); piste 6, IL-lra (20.0 µg/ml) et silice (100 µg/ml). 
La membrane a été réhybridée avec la sonde GAPDH pour confirmer 
la quantité d'ARN total déposée sur gel et transférée sur la 
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Fig. 13 Effet du TNF-BPl et de l'IL-lra sur l'expression du gène l'IL-8 
induite par la silice chez les monocytes. Les cellules ont été 
prétraitées 30 min avec le TNF-BPl et l'IL-lra et ensuite cultivées 
20 h avec: (A) piste 1, milieu seul; piste 2, silice (100 µg/ml); piste 3, 
TNF-BPl (0.3µg/ml) et silice (100 µg/ml); piste 4, TNF-BPl 
(0.3µg/ml), IL-lra (2µg/ml) et silice (100 µg/ml); piste 5, IL-lra 
(2µg/ml) et silice (100 µg/ml). La membrane a été successivement 
hybridée avec les sondes IL-8 et GAPDH. Ces données sont 
représentatives de trois expériences indépendantes. 
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chez les macrophages alvéolaires et les monocytes (Schmidt et al., 1984; 
Dubois et al., 1989). Afin de vérifier le rôle joué par ces protéines endogènes 
dans la production d'IL-8 lors du processus inflammatoire, nous avons utilisé 
un antagoniste de récepteurs de l'IL-1 (IL-lra) ainsi qu'une protéine de 
liaison du TNF (TNF-BPl). L'IL-lra supprime l'expression d'IL-8 induite par 
la silice de façon concentration-dépendante et ce sur une période de 20 
heures. En effet, à la concentration de 2 µg/ml (fig. 12 A, piste 4), l'IL-lra 
produit une suppression plus prononcée (35%) que les deux autres 
concentrations utilisées soit 0.2 et 20 µg/ml qui induisent des diminutions de 
28 et 21% respectivement (fig.12 A, les pistes 5 et 6). Bien que très 
importante après 6 heures d'incubation, cette inhibition, observée avec la 
concentration 2 µg/ml, est maximale (77%) après 20 heures de culture avec la 
silice. (fig.12 B). Le TNF-BPl utilisé seul, avec les monocytes stimulés à la 
silice pendant 20 h, n'a qu'un faible effet inhibiteur sur l'accumulation 
d'ARNm induite (fig.13, piste 3). Par contre, lorsque combiné à l'antagoniste 
de récepteur de l'IL-1, le TNF-BPl provoque une inhibition de 85% sur 
l'accumulation d'ARNm d'IL-8 induite par la silice (fig.13, piste 4). 
3.4.2 Effet du TNF et de l'IL-1 endogènes sur la production d'IL-8 
L'influence du TNF et de l'IL-1 endogènes sur la production du facteur 
chimiotactique IL-8 a été examinée dans notre modèle in vitro 
d'inflammation. Les surnageants des cellules monocytaires non-stimulées ou 
stimulées avec la silice seule ou en combinaison avec l'IL-lra et le TNF-BPl 
ont été testés à l'aide d'un ELISA. La figure 14 montre que la présence 
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Fig. 14 Effet du TNF-BPl et de l'IL-lra sur la production d'IL-8 induite par 
la silice. Les monocytes ont été pré-incubés 30 minutes seuls ou 
avec le TNF-BPl (0.3µg/ml) et l'IL-lra (2µg/ml) et puis incubés avec 
la silice (100 µg/ml) pour 20 heures et l'IL-8 a été mesuré dans le 
surnageant avec un ELISA. La moyenne ± erreur standard des 
données de trois expériences indépendantes est présentée en 
histogramme . 
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monocytes. Ce relâchement est inhibé de la même façon que l'accumulation 
d'ARNm lorsque les cellules sont préalablement incubées avec l'IL-lra et le 
TNF-BPl (contrôle, 98±21 ng/ml; silice 100 µg/ml, 220±29 ng/ml; TNF-BPl, 
IL-lra et silice 29±11.3 ng/ml; n=3). 
3.4.3 Inhibition par l'IL-4 de l'induction d'ARNm d'IL-8 
Afin d'examiner la possibibilité que la cytokine anti-inflammatoire IL-4 
puisse jouer un rôle régulateur sur l'expression d'IL-8 stimulée par la silice, 
les monocytes ont été incubés en présence d'IL-4 recombinant et de silice. La 
figure 15 montre que l'expression d'IL-8 induite par la silice est inhibée de 37 
% par la cytokine IL-4r (10 ng/ml). L'effet inhibiteur de l'accumulation 
d'ARNm d'IL-8 est également perceptible (5%) sur les cellules non-stimulées 
avec les poussières de silice. 
3.5 Vérification de la présence de LPS dans notre modèle 
Le lipopolysaccharide CLPS) est un constituant des parois bactériennes 
Gram-négatives. Les monocytes, comme plusieurs autres types cellulaires, 
répondent fortement, en terme de production de cytokines, à cette molécule. 
Pour confirmer l'absence de LPS dans la préparation de silice utilisée lors de 
ces expériences, nous avons utilisé un inhibiteur d'activité du LPS, la 
polymyxin B. Des monocytes humains ont été préalablement traités à la 
polymyxin B, pour ensuite être incubés en présence de silice pendant 6 
heures. À la figure 16, piste 3, on voit que la présence de la polymyxin B 
48 
n'affecte pas l'augmentation d'accumulation d'ARNm d'IL-8 induite par la 
silice. Le LPS ne semble donc pas contribuer à l'induction de la réponse des 
monocytes à la silice. 
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Fig. 15 L'augmentation d'ARNm induite par la silice est inhibée par 
!'interleukine 4. Expression du gène IL-8 chez les monocytes 
cultivés 6 h avec: piste 1, milieu; piste 2, silice (100 µg/ml); piste 3, 
IL-4 10 ng/ml; piste 4, IL-4 (10 ng/ml) et silice (100 µg/ml). La 
membrane a été réhybridée avec la sonde GAPDH pour confirmer la 
quantité d'ARN total déposée sur gel et transférée sur la 
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Fig. 16 L'expression du gène IL-8 chez des monocytes humains en réponse à 
la silice et à la polymyxin B . L'ARN a été préparé après 6 h de 
culture avec: (A) ligne 1, milieu seul; ligne 2, silice (100 µg/ml); ligne 
3, polymyxin B (10 µg/ml) et silice (100 µg/ml). Les buvardages de 
type northern ont été analysés de la même façon qu'à la figure 2. 




Notre projet de recherche a été amorcé afin d'identifier les réponses 
moléculaires des monocytes humains à l'exposition aux particules de silice. 
Plusieurs études ont identifié les réactions cellulaires découlant de 
l'inhalation de poussières toxiques et menant au développement d'une fibrose 
pulmonaire (Scheule et al., 1991, Davis, 1986 et deShazo et al., 1982). 
L'établissement de cette maladie se fait sous le contrôle d'une série de 
facteurs et de cytokines qui sont relâchés successivement pendant les phases 
inflammatoires et chroniques qui caractérisent le début et la fin de cette 
pathologie. Un grand nombre de ces substances est identifié et les effets qui 
leur sont attribuables sont bien connus. Notre étude porte sur un facteur que 
l'on soupçonne de jouer un rôle important lors de la phase aiguë de la silicose. 
Cette cytokine, l'IL-8, est chimiotactique pour certains types cellulaires 
comme les neutrophiles et les lymphocytes T qui sont retrouvés en grande 
quantité au site inflammatoire (Kunkel et al., 1991; Larsen et al., 1989). 
Notre modèle d'étude consistait en la stimulation in vitro de monocytes 
du sang périphérique humain avec des particules de silice de type min-U-Sil-
5. Nous avons démontré que la silice provoquait une augmentation 
prononcée de l'accumulation d'ARN messager d'IL-8. Cette augmentation du 
niveau d'expression du gène IL-8 est suivie par une hausse de la production 
de protéine IL-8 retrouvée dans le surnageant des monocytes stimulés. Les 
cellules non stimulées expriment un faible niveau d'ARNm d'IL-8. Cette 
présence constitutive d'ARNm d'IL-8 chez les monocytes est possiblement la 
conséquence de l'adhérence des cellules sur les flacons de plastique lors la 
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séparation des cellules. L'adhérence agirait comme signal pour l'expression 
de l'ARNm d'IL-8 (Kasahara et al., 1991; Strieter et al., 1992) en préparant 
les cellules à répondre plus rapidement à la stimulation par des agents 
exogènes, par une production massive de protéine IL-8. L'adhérence des 
cellules à un substrat de plastique peut se comparer au processus d'adhésion 
à l'endothélium ou aux constituants de la matrice extracellulaire, qui permet 
l'activation et la migration des leukocytes vers un site inflammatoire. Il est à 
noter que les billes de latex, qui sont des particules non-fibrogéniques, 
n'induisent pas une augmentation de l'ARNm d'IL-8 (résultats non-
présentés). Cette observation va dans le même sens que certaines 
expériences faites avec des modèles animaux. Le groupe de Driscoll (1990) a 
montré que la silice et l'amiante mais non le dioxide de titanium (Ti02) 
activaient les macrophages alvéolaires de rats à relâcher du TNF et du LTB4. 
De plus, il a été démontré que les billes de latex ainsi que le Ti02 causaient 
une infiltration de neutrophiles caractéristique de la phase inflammatoire 
aiguë, similaire à la silicose. Cependant, seulement la réponse cellulaire 
induite par la silice était persistante (Lindenschmidt et al., 1990). 
L'observation d'une importante accumulation d'ARNm d'IL-8, suite à la 
stimulation de monocytes par la silice, nous a amené à étudier les niveaux de 
régulation impliqués dans ce phénomène. Le mécanisme moléculaire sous-
jacent à l'augmentation d'ARNm d'IL-8 semble passer principalement par 
une augmentation du taux de transcription du gène. Une expérience de 
transcription nucléaire in vitro, amorcée dans des monocytes frais, a 
démontré une hausse du niveau de transcription dans les cellules stimulées 
avec des particules de silice, comparativement aux cellules non stimulées. 
Des études antérieures, effectuées sur différents types cellulaires, corroborent 
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cette observation. Ainsi, Kasahara et al. (1991) ont démontré que 
l'expression d'IL-8 induite par l'IL-1, dans une lignée cellulaire d'astrocytome, 
dépendait de l'activation de la transcription. La transcription est également 
impliquée lors de l'activation du gène IL-8 par la leukoréguline (Mauviel et 
al., 1992). De plus, chez les cellules épithéliales de bronches stimulées au 
TNFa, l'expression d'IL-8 est aussi régulée par une augmentation du taux de 
transcription (Nakamura et al., 1991). 
La présence de sites de liaison pour des facteurs de transcription tels que 
AP-1, AP-2, AP-3, NF-kB, NF-IL6 (C/EBP), récepteur de glucocorticoïde, 
"hepatocyte nuclear factor 1" (HNF-1), "interferon regulatory factor 1" (IRF-1) 
et d'un motif octamère dans la région 5' du gène IL-8 suggère un rôle éventuel 
de certains de ces facteurs lors de l'induction du gène IL-8 (Mukaida et al., 
1992). TI a été démontré que les facteurs NF-kB et C/EBP ont la capacité de 
lier les éléments cis sur le promoteur du gène IL-8. Par essai CAT, il a été 
démontré que la liaison à ces éléments par les facteurs correspondants (NF-
kB et C/EBP) est suffisante et essentielle pour la réponse à l'IL-1, au TNF et 
au phorbol myristate acétate (PMA) (Mukaida et al., 1991). Le groupe de 
Mukaida (1991) a également montré que l'élément de réponse aux 
glucocorticoïdes (GRE) était impliqué dans la répression de l'expression du 
gène IL-8 par la dexaméthasone, dans une lignée cellulaire de fibrosarcome. 
Plusieurs éléments importants ont été identifiés jusqu'à maintenant pour 
l'activation et la régulation négative du gène IL-8. À cette étape de notre 
étude, des analyses de gel de retardement seraient nécessaires pour 
déterminer si la silice a pour effet d'induire ou d'activer la liaison de certains 
facteurs nucléaires au gène IL-8. 
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La région 3' du gène IL-8 contient un motif riche en AT que l'on présume 
impliqué dans l'induction et la dégradation rapide des ARNm de cytokines à 
courte demi-vie et des ARNm de proto-oncogènes (Kasahara et al., 1991). De 
plus, la lignée cellulaire monocytaire HL-60 a permis de démontrer que la 
stabilité des ARNm d'IL-8 est augmentée lorsque les cellules sont stimulées 
au LPS ainsi qu'au PMA (Mukaida et al., 1991). Dans notre modèle, utilisant 
les monocytes humains incubés avec les particules de silice, les transcripts 
d'ARNm d'IL-8 sont plus stables que ceux des cellules non traitées. Ceci 
suggère que l'accumulation d'ARNm d'IL-8 est modulée par la silice résulte 
non seulement d'une augmentation de transcription mais également d'une 
stabilité plus grande des transcripts. 
Cette analyse de l'activation du gène IL-8 par la silice a été complétée par 
l'étude du rôle régulatoire des protéines synthétisées de novo. L'inhibition de 
la synthèse protéique par la cycloheximide ne bloque pas la présence 
constitutive d'ARNni d'IL-8 ainsi que l'augmentation d'expression d'IL-8 chez 
les monocytes stimulés par la silice. Ces résultats démontrent que l'induction 
du gène IL-8 par la silice peut se faire en l'absence de synthèse protéique de 
novo. Chez les neutrophiles, le groupe de Strieter (1992) a également 
démontré que l'induction de l'augmentation d'ARNm d'IL-8 stimulée par le 
LPS ne nécessitait pas de protéines synthétisées de novo. De plus, Mukaida 
et al. (1992) ont rapporté que l'inhibition de la synthèse protéique ne diminue 
pas l'expression d'ARNm d'IL-8 induite par l'IL-1 et le TNF dans des cellules 
de fibrosarcome. Par ailleurs, dans notre modèle, le traitement des monocytes 
avec la cycloheximide résulte en une super-induction de l'ARNm d'IL-8 
suggérant l'existence d'une protéine inhibitrice ou d'une ribonucléase dont la 
synthèse serait bloquée par la cycloheximide. La stabilisation des ARNm par 
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la cycloheximide, rapportée dans d'autres modèles, pourrait donc expliquer ce 
phénomène (Zubiaga et al., 1991). 
Afin d'identifier cette séquence d'évènements de transduction, favorisant 
la production d'IL-8, nous avons utilisés divers inhibiteurs relativement 
sélectifs des voies de signalisation intracellulaires. Ceux-ci ne nous ont pas 
permis cependant d'impliquer les tyrosine kinases, la protéine kinase C, la 
phospholipase A2, la cyclooxygénase ou la 5-lipoxygénase dans notre modèle. 
Cependant, ils ont révélé l'implication de plusieurs de ces voies métaboliques 
dans l'expression de base d'IL-8 dans les monocytes. Ainsi l'activation de la 
PLA2, une enzyme impliquée dans plusieurs processus cellulaires dont entre 
autres l'inflammation (Jones et al., 1993; Spriggs et al., 1990) semble 
nécessaire à l'expression d'IL-8, du moins en partie. De plus, nous avons 
démontré que l'accumulation d'ARNm d'IL-8 chez les monocytes est 
partiellement inhibée par l'indométhacine, un inhibiteur de la synthèse de 
PG, ce qui propose· l'implication de produits endogènes de la voie de la 
cyclooxygénase. Les possibilités que l'AA exogène, métabolisable en PGs, ou 
que les PGs exogènes puissent imiter l'activation induite par la silice sur l'IL-
8 ont également été étudiées. Nous avons observé que l'AA stimule 
directement l'expression d'ARNm d'IL-8; par contre la PGE2 a un effet très 
faible, suggérant que d'autres métabolites de l'AA doivent être impliqués 
dans ce processus. 
De plus, pour confirmer ces résultats et sachant les PGs activent 
l'adénylate cyclase et augmentent ainsi le niveau d'AMPc, nous avons vérifié 
si l'élévation directe d'AMPc pouvait induire l'accumulation d'ARNm d'IL-8. 
Des résultats préliminaires ont démontré que l'analogue AMPcdb, comme les 
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PGs, augmente l'expression d'ARNm d'IL-8 mais cette hausse n'atteint 
jamais celle induite par la silice. Antilla et al. (1992) ont, quant à eux, 
démontré un effet stimulateur des PGs et de l'AMPcdb sur la production de 
protéine IL-8. De plus, un agent activateur de l'adénylate cyclase, la 
forskoline, a été démontré comme inducteur de l'ARNm d'IL-8 chez les 
cellules mononucléaires du sang périphérique humain (Mukaida et al., 1989). 
Nos observations plus discrètes quant à la réponse du gène IL-8 à l'AMPc, 
peuvent s'expliquer par des différences relevant des conditions 
expérimentales tels que les temps d'incubation cellulaire et le nombre de 
cellules utilisées pour les analyses par buvardages d'ARN et de quantification 
de protéines. 
L'effet des produits de la voie de la cyclooxygénase étant partiel dans 
notre modèle, nous avons également vérifié l'implication de la voie de la 
lipoxygénase (5- LOX). Il a été rapporté que l'inhibition de la synthèse de 
leukotriènes chez des cellules humaines mononuclées, enrayait l'induction 
d'ARNm d'IL-8 stimulée par le LPS (Larsen et al., 1991). De plus, il a été 
démontré que les macrophages alvéolaires produisent des LTB4 et de l'IL-8 de 
façon séquentielle en réponse au LPS ou au zymosan et que l'utilisation d'un 
inhibiteur de la 5-LOX supprime complètement cette production (Rankin et 
al., 1990). Ces études ont été faites à l'aide d'inhibiteurs non-spécifiques qui 
ont des propriétés anti-oxidatives. Lorsqu'un inhibiteur spécifique à 
l'activation de la voie de la 5-LOX, le MK 886, est utilisé, la même équipe a 
montré que l'inhibition de la synthèse d'IL-8 n'est plus évidente, bien que la 
production de la LTB4 soit abolie (Rankin et al., 1993). Ces résultats vont 
dans le même sens que nos observations. En effet, l'inhibition de la 5-LOX 
par le MK886 a démontré que la production endogène de leukotriènes n'est 
57 
pas impliquée dans l'induction de l'expression d'ARNm d'IL-8 par la silice 
bien que la présence constitutive d'ARNm d'IL-8 soit modulée par ces 
métabolites. 
Plusieurs protéines kinases participent à la transduction de signaux 
intracellulaires. L'activation de la protéine kinase C, que l'on retrouve sous 
neuf isoformes différentes dans la membrane ou encore dans le cytosol, 
déclenche une cascade de phosphorylation menant à la stimulation de la 
cellule. Il a été rapporté que les PKC jouent un rôle dans l'induction de l'IL-8 
par des phorbol ester ou encore par l'acide rétinoïque (Zhang et al., 1992). De 
plus, les PKC semblent êtres impliquées lors de l'augmentation d'expression 
du gène IL-8 induite par le TNFa chez les kératinocytes et les cellules de la 
lignée pro-monocytaire U937 (Haslberger et al., 1991). L'induction d'IL-8 
chez les U937 par un autre stimulus comme le LPS est également affectée par 
l'inhibition de la PKC (Pleass et al., 1991 ). Nos résultats indiquent 
cependant que cette ·enzyme n'est pas impliquée dans la stimulation par la 
silice de l'expression du gène IL-8, pas plus d'ailleurs que dans l'expression de 
base d'IL-8 dans les monocytes. 
Shiroo et Matsushima (1989) ont rapporté qu'une sérine kinase distincte 
des PKA, des PKC et des caséines kinases serait activée par le TNFa, l'IL-1 
et le phorbol myristate acétate (PMA) et participerait à l'activation de 
l'expression du gène IL-8. Les tyrosine kinases sont d'autres effecteurs 
connus pour leur rôle dans plusieurs modèles de transduction de signaux tel 
que l'expression du gène de l'IL-lB en réponse aux esters de phorbol 
(Palkama et al., 1993) ou encore celui de l'expression du gène IL-6 induit par 
le LTB4 (Rola-Pleszczynski et Stankova, 1992). L'utilisation d'un inhibiteur 
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de tyrosine kinases dans notre modèle, nous a permis d'observer que ces 
enzymes sont probablement importantes pour l'activation du gène IL-8. 
Cependant puisque certains inhibiteurs de kinases, tels que ceux utilisés 
dans notre étude, soit la staurosporine et la génistéine, sont plus ou moins 
spécifiques aux voies qu'ils affectent (Périanin et al., 1993; Young et al., 
1993), des expériences supplémentaires seront donc essentielles afin de 
confirmer le rôle des différentes enzymes concernées. 
À ce stade de nos travaux, le modèle d'activation que l'on peut proposer 
comporte au moins deux évènements. Il apparaît nécessaire pour l'induction 
du gène IL-8, que la PLA2 soit activée et qu'il y ait possiblement 
phosphorylation de protéines par des tyrosine kinases. Le réseau 
d'intervenants impliqués dans le processus de signalisation décrit ici n'est 
probablement pas complet puisqu'aucune voie étudiée n'est à elle seule 
essentielle pour l'activation du gène. Le métabolisme de l'AA par la PLA2 
résulte, en plus des PGE2 et des LT, en la production de prostacycline (PGI2) 
et de thromboxane (TxA2). L'action du TxA2, qui est comme les PGs un 
produit de la cyclooxygénase, a été vérifiée brièvement dans notre modèle. 
Les résultats de travaux effectués avec des agonistes de TxA2, n'indiquent 
pas que ces métabolites soient impliqués dans l'activation du gène. L'effet de 
la PGI2 reste à définir dans ce processus inflammatoire. Le rôle joué par 
d'autres enzymes, comme les phopholipases C et D, est également à vérifier 
afin d'établir le patron de signalisation complet menant à l'activation du gène 
IL-8 et à sa modulation par la silice. 
Poursuivant l'analyse des mécanismes qui modulent l'induction du gène 
d'IL-8, nous avons étudié la régulation de son expression prolongée induite 
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par la silice. La réaction inflamma taire déclenchée par la silice est 
caractérisée par la production de plusieurs cytokines et facteurs (Scheule et 
al., 1991). On sait que l'IL-1 et le TNF sont sécrétés rapidement et en grande 
quantité au site de la réaction inflammatoire (Schmidt et al., 1984; Piguet et 
al., 1990). Ceci suggère que ces cytokines modulent la production de 
médiateurs qui vont, à leur tour, contribuer à la réponse cellulaire. L'analyse 
cinétique de l'expression d'IL-8, induite par la silice, a permis d'observer que 
l'accumulation d'ARNm est soutenue sur une période d'au moins 20 heures. 
Afin de vérifier si cette réponse persistante est causée par la présence de 
cytokines telles que l'IL-1 et le TNF, nous avons traité des monocytes avec un 
antagoniste de récepteur de l'IL-1 et une protéine liant le TNF. Ces composés 
ont pour effet d'éliminer l'activité autocrine de ces cytokines. L'inhibition 
quasi totale de l'expression d'IL-8 causée par ces deux facteurs, lors de 
l'incubation avec la silice pendant une période de 20 heures, indique qu'il 
existe une synergie entre l'IL-1 et le TNF pour l'induction de l'ARNm et la 
sécrétion de la protéine IL-8. Ceci suggère que la production locale de TNF et 
d'IL-1, au site inflammatoire, peut contribuer à l'expression prolongée et 
tardive du gène IL-8, alors que celui-ci est activé par la silice dans les 
premières heures. 
Cette régulation de la production d'IL-8 a également été démontré par le 
groupe de Deforge (1992). À l'aide de macrophages alvéolaires, ils ont montré 
que les cytokines inflammatoires IL-1 et TNF sont les premiers agents à être 
détectés après 4 heures de stimulation avec le LPS et que leur sécrétion se 
maintient et atteint un plateau entre 6 et 12 heures, contrairement à l'IL-8 
qui démontre plutôt une production en deux vagues distinctes. La première 
vague de synthèse d'IL-8 est provoquée par l'activation directe du LPS et la 
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seconde vague par les cytokines TNF et l'IL-1. D'autres cytokines, comme 
l'IL-2 (Gusella et al., 1993) et l'IL-7 (Standiford et al., 1992), participent aussi 
à cette modulation du gène IL-8 en stimulant la production de ce facteur 
chimiotactique. 
En plus d'être stimulée, la production d'IL-8 est également modulée à la 
baisse par des facteurs reconnus pour supprimer la réponse immunologique, 
comme l'IL-lra, l'interféron-y (IFN-y) et l'IL-4. Des monocytes traités à l'IL-2 
ont montré une inhibition d'expression d'IL-8 induite en présence d'IFN-y 
(Gusella et al., 1993). Cette cytokine a également un effet négatif sur 
l'accumulation d'ARNm d'IL-8 stimulée par les cytokines TNF et IL-1 chez les 
fibroblastes (Oliveira et al., 1992). Standiford et al. (1990) ont observé que 
l'IL-4, une cytokine produite principalement par les lymphocytes T, avait un 
effet suppressif sur l'expression du gène IL-8 de monocytes stimulés au LPS. 
De plus, l'IL-4 peut stimuler l'expression du gène et de la synthèse de l'IL-lra 
chez les cellules mononuclées du sang périphérique humain (Vannier et al., 
1992). Dans notre modèle, la régulation négative par l'IL-4 de l'expression du 
gène IL-8 induite par la silice confirme son rôle de suppresseur de 
l'inflammation. 
En réponse à la silice, le monocyte semble donc établir un réseau de 
cytokines proinflammatoires et anti-inflammatoires qui modulent, en 
alternance, l'expression du gène d'IL-8. L'IL-lB et le TNFa exercent, en 
synergie, une action locale sur la production de l'IL-8 qui permet d'en 
prolongée la durée. Cette réponse de la cellule est contrôlée par l'IL-4 et ceci 
possiblement via son effet stimulateur de la production d'IL-ra. Il serait 
intéressant de vérifier, dans ce modèle, l'action de cytokines régulatrices 
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comme l'IFN-y et l'IL-10. Ceci pourrait se faire dans un modèle de co-culture 
comportant deux à trois types cellulaires. Les interactions cellulaires entre 
les monocytes, les lymphocytes T et les neutrophiles apporteraient 
certainement des éléments nouveaux dans l'étude de la phase inflammatoire 
de la silicose. 
Les phases aiguë et chronique de la silicose sont caracterisées par le 
recrutement et puis l'infiltration des neutrophiles dans les poumons (Davis, 
1986). Ces évènements sont essentiels dans le développement de nombreuses 
immunopathologies. Des maladies comme le syndrome de la détresse 
respiratoire de l'adulte CARDS) (Miller et al., 1992), l'asthme (Smith et al., 
1991), l'amiantose (Boylan et al., 1992) et la fibrose idiopathique du poumon 
(IPF) (Lynch et al., 1992) sont également associées à un influx et une 
augmentation d'activité des neutrophiles qui semblent reliés à la présence du 
facteur chimiotactique IL-8. L'interaction des neutrophiles avec les 
macrophages alvéolaires lors de l'inflammation pulmonaire a été démontrée 
dans l'IPF (Carré et al., 1991). De plus, les macrophages, qui sont reconus 
pour leur rôle central dans le développement de la silicose (Davis, 1986), sont 
avec les monocytes les sources les plus importantes de synthèse d'IL-8 
(Mukaida et al., 1991). Ces observations suggèrent que l'IL-8, de part son 
activité chimiotactique, pourrait jouer un rôle important lors la phase 
inflammatoire de la silicose. L'inhalation de la silice provoque l'activation des 
macrophages alvéolaires qui produisent des cytokines chimiotactiques, 
comme l'IL-8, entraînant ainsi l'infiltration des poumons par les neutrophiles. 
L'activation de ces cellules est un des phénomènes essentiels pour 
l'établissement de la fibrose. 
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Nous avons démontré que les monocytes humains expriment l'ARNm 
d'IL-8 et produisent la protéine correspondante en réponse aux poussières de 
silice. L'utilisation de macrophages alvéolaires ou interstitiels humains de 
donneurs sains et de patients souffrant de silicose permettrait de vérifier les 
phénomènes moléculaires observés dans notre modèle in vitro. De plus, un 
modèle de silicose chez la souris, que l'on traiterait avec des substances 
inhibitrices de production d'IL-8 comme l'antagoniste du récepteur de l'IL-1, 
des récepteurs solubles du TNF ou encore des anticorps de l'IL-8, apporterait 
des indications importantes quant au rôle joué par l'IL-8 dans le 
développement de l'inflammation. 
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5. CONCLUSION 
Notre étude porte sur l'analyse des mécanismes de base impliqués dans 
le développement de la silicose. Nous avons démontré que la silice induit, 
chez les monocytes humains, une augmentation d'expression du facteur 
chimiotactique IL-8. Cette accumulation d'ARNm d'IL-8, rapide et soutenue, 
est suivie par une augmentation de la production de la protéine IL-8. 
L'étude des mécanismes de régulation moléculaire a permis de démontrer 
que l'accumulation d'ARNm induite par la silice est attribuable 
principalement à l'activation de la transcription ainsi qu'à l'augmentation 
modérée de la stabilité des transcrits. Nous avons également montré que la 
synthèse protéique de novo n'est pas impliquée dans ce phénomène. 
Notre étude suggère l'existence d'au moins deux voies d'activation 
impliquées dans l'expression du gène IL-8. L'activation de la phospholipase 
A2 ainsi que l'activation de tyrosine kinases ressortent comme les 
évènements principaux de la signalisation cellulaire. 
L'expression persistante du gène IL-8 initiée par la silice chez les 
monocytes se fait sous le contôle de la production endogène d'IL-1 et de 
TNFa. Nous avons démontré l'effet synergique de ces deux cytokines sur 
l'accumulation d'ARNm et sur le relâchement de la protéine IL-8, en réponse 
à la silice. De plus, l'expression du gène IL-8 est sensible à la régulation 
négative exercée par l'IL-4. 
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Les résultats de cette étude suggèrent que l'IL-8 pourrait être un 
important médiateur de la phase inflammatoire de la silicose. Des travaux 
supplémentaires permettraient une meilleure compréhension de l'action de 
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Composition des tampons 
Mops (4-Morpholinpropanesulfonic acis) lOX: 
41,2 g de MOPS; 10,89 g CH3COONa; EDTA 
5mM pH 8,0 dans 1 litre d'eau. 
PBS (Phosphate-buffered saline): 
Solution dénaturante: 
8,0 g NaCl; 0,2 g KCl; 1,44 g Na2HP04; 0,24 
g KH 2P 0 4 dans 1 litre d'eau distillée. 
Ajuster à pH 7 ,4 
250 ml d'acide guanidium-thiocyanate lM; 
17,6 ml de sodium citrate (0.75M, PH 7) et 
26,4 ml de sarcosyl 10 % 
SSC (Sodium Salt Citrate) 20X: 
Tampon hypotonique: 
175,3 g NaCl; 88,2 g de citrate de sodium 
dans 1 litre d'eau distillée. Ajuster à pH 7,0. 
Sucrose 0.3 M; KCL 60 mM; NaCl 15 mM; 
Hepes pH 7.5, 15 Mm; EDTA 2 mM; EGTA 
0.5 Mm; spermine 0.15 mM; spermidine 0.15 




Inhibiteurs et activateur 
spécificité IC50 ou Ki préparation 
Actinomycin D inhibe la transcription 5 mg/ml dans H20* 
Cycloheximide inhibe la synthèse protéique 1 mg/ml dans H20 
Génistéine inhibe tyrosine kinases IC50 = < 50 µM 50 mM dans DMSO** 
H7 inhibe PKC, PKA Ki =6.0 et 3.0 µM 100 mM dans H20 
Indométhacine inhibe PG synthase IC50 =0.1 µM 100 µg/ml dans H20 
Melittin active phospholipase A2 100 µg/ml dans H20 
MK886 inhibe 5-lipoxygénase 1 µg/ml dans ETOH*** 
PolymycinB inhibe l'activité du LPS 1 mg/ml dans H20 
Quinacrine inhibe phospholipase A2 10 µM dans RPMI**** 
Staurosporine inhibe PKC, PKA, Ki =0.7 et 7.0 nM 100 µM dans H20 
TNF-BPl récepteur soluble du TNF 5 µg/ml dans RPMI 
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